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浦 本 直 紀
嗅覚伝導路 にお ける 神経成長因子 (n e rv egr O Wth fa cto r, N G F) の 動態, 機能 を調 べ る目的で ,
125
I-N G Fを マ ウ ス 嗅球 に
投与 し た後, 喚上 皮を オ ー トラ ジ オ グ ラ フ イ 法 に より観察 し た . ま た抗 N G F抗体 を持続投与 した 正 常 マ ウス と , 嘆球除去後
N G Fを持続投与 した マ ウ ス に 対 して , 経時的 に H E染色 によ る 組織学的観察, N G Fの 高親和性受容体を形成する trh 遺伝子
産物 に対す る抗体を用 い た 免疫組織化学的観察 , ナ ラ マ イ シシを用い た 嗅刺激性行動観察を行 っ た . そ の 結果, オ ー ト ラ ジ オ
グラ フ イ 法で は 12 5I- N G Fを喚球 に投与 した 側の 喚上皮 に高 い 放射線活性を認め た . 抗 N G F抗体を持続投与 し たiE常 マ ウ ス で
は, 持続投与後 7 日 目に喚細胞 の 強 い 変性 と f戒 遺伝子産物 の 発現を認 め, そ の 後28日 巨=ニか けて 嗅細胞の 再生 を認め たもの
の , 細 道伝子産物 の 発現は持続 して い た . 行動学的 にも28日 目 まで に嗅覚の 回復 は認めなか っ た . 嗅球 除去後 N G Fを持続
投与 した マ ウ ス で は , 持続投与後 7日 目 に喚柵胞の 強 い 変性 と f戒 遺伝子産物 の 発現を認め た が , 28 日 まで に徐 々 に嗅細胞
は再生 し わ東 通伝子産物の 発現も減弱 した . しか し行動学的に は28 日目まで に嗅覚 の 回復 は認 め な か っ た . 以 上 の 結果か ら,
喚球 で 合成 さ れ る N G F は嘆神経を通 じ喚細胞 へ 逆行輸送 さ れ , 喚細胞 の 生 存維持, 喚覚伝導路系の 障害後 の 再生 に関与 し て
い る と考えら れ た .
Eey w o rds olfa cto ry tr act, n e rv egr O Wth facto r, a utOradiography,im m n ohisto che mistry, 01factory
m ediated behavior
神経成長因子 (n erve grO Wth hcto r, N G F) は1954年, Cohen
ら
l)
に よ~っ て 雄マ ウ ス 顎下 腺 に多量 に存在す る こ と が 発見 さ れ ,
そ の 後, 交感神経節細胞 や後根神経節細胞の 分化, 発達 , 生 存
維持 に重要 な役割 を果 た して い る こ と が 明 ら か に さ れ て き
た 恥). さ ら に, こ の N G F は中枢神経系 にお い て も喚球 , 海馬,
新皮 質 に豊富 に存在 し
4〉 Ⅷ 前脳基底部 の コ リ ン 作動性 ニ ュ ー ロ
ン 群 であ る対角帯(水平部, 垂直部), 中隔野, マ イ ネル ト基底
核の 生存維持 に必要で ある こ と が 明ら か に さ れ て きた . と こ ろ
で嗅球 に は NG F蛋白の み な らず m RN Aも豊富に存在 して い る
こ と が 判明 して お り4)7 川, 嗅球 に お け る N G F蛋白 の 存在意義
と して , 嗅球 へ 投射線維を送 っ て い る 前脳基底部の 対角帯水平
部の コ リ ン作動性 ニ ュ ー ロ ン の 生 存に 関与一 して い る もの と 考え
ら れ て きた1{)l . -▲･､一 方堀川 は マ ウ ス に お い て 胎生後期 か ら/土直 後
に か けて の 嘆細胞 の 発達期お よ び 嗅糸切断彼の 再生期 に嗅細胞
に高親和性神経成長国子受容体(n e rv egrO Wth facto r r e c eptor,
N G F R) の 発現が増強 し, 嗅細胞の 成熟期 お よ び 再生 完了時 に
は 高親和性 N G F Rの 発現が 減少 して い る こ と を証明 した11). こ
の 研究 は NGF Rの 発現 を 免疫組織化学的に観察 し た もの で あ
り, 嗅細胞 の 発達, 成熟 に は 喚細胞 の N G F Rの 発現 と , 嗅球
で の N G F が必要 である こ と が 示唆 され たが , 直接 N G Fの 動
懇 を観察 した もの で は な か っ た た め , 喚細胞 の 発達, 成熟が
N G F に依存する か どう か は不明であ っ た . 最近, 海馬 へ 投射
す る中洞野の コ リ ン 作動性 ニ ュ ー ロ ン に お い て は, そ の 投射路
である脳弓の 破壊 に よ っ て90 %の ニ ュ ー ロ ン が 細胞死 を起 こ す
が , 脳弓の 破壊 と 同時 に N G Fを脳室内投与す る こ と に よ っ て
椰胞死 が 阻止 さ れ る こ と が 報告 さ れ て い る
1 封 1-;)
. そ こ で N G F
が 嗅覚伝導路 にお い て もそ の 生 存維持に重要な役割 を果 た し て
い るか どうか , す な わ ち嘆球で 合成 さ れ た N G F が嘆神裡 を通
じ て嗅細胞 に逆行輸送さ れ て い る の か, また そ の N G F は嘆細
胞の 生 存, 機能 の 維持 に 関リー して い る の か どうか を 調べ る た め
に本研究を計画 した .
嗅細胞 は 日 常的 に変性 と西里 (新生) を繰 り返 し, 障 割 こ よ
り変性 に陥 っ た 後 も, 押牛 する と い う特徴を持 つ 神経細胞 で あ
る こ と か ら , N G F と何 ら か の 関係を措 つ 可能性 が あ る と 考え
ら れ , 唄細 胞 にお ける N G F Rの 発現 に 関す る研究 が行 な わ れ
て きた . こ れ まで 行な われ て き た喚党系 にお け る NGF Rの 研
究 は , 低親和性 NGF R に対す る抗体 を用い た 免疫組織化学法
に よ るもの や17 ト1 瑚低親和性 N G F Rの m R N A を用い た 分了せ物
学的手法に よ る も の が 絢 ほ と ん どで あ っ た . しか し, 低 親和性
N G F R は N G F 以外 の 栄養因子, す なわ ち脳由来神経栄養因了･
平成8年12月 3日受付, 平成9年2月 4日受理
A bbreviatio n s: B D N F, brain-deriv edn e u rotrophicfa cto r;B D N F R, brain-deriv ed n e urotrophicfa cto r rec eptor;B G,
ba ckgr o u nd; N G F, n e r V egr O Wth factor; N G F R, n e rv egr O Wth facto r re c eptor; N T-3, n e u r Otr OPhin-3; N T-3 R,
neurotrophin-3 receptor; O E, 01factory epitheliu m;P BS, phosphate-bufEer ed s alin e;PF A, Par afor m aldehyde;P SL,
photo-Stim ulated lu min es ce n ce
噴覚伝導路系 にお ける神経成長因子 の 動態お よ び機能
(br ain-de riv ed n e u rotrophicfa ctor, B D
N F) や ニ ュ ー ロ ト ロ ピ
ン ー 3(n e u r otr ophin-3, N
′
ト3) に対する受容体 と し て共通 の も
の であ る こ とが 判明 し
ご5) 27)
, 低親和性 N G F Rの 発現の み で は ど
の 栄養因子 が関与 して い る の か 決定 できなか っ た ･ 最近･ 高親
和性 N GF Rの
→ 郭 を コ ー ド し て い る 遺 伝子 が , 19 86年 に
Ma rtin -Zan c aら に よ っ て 報告 さ れ た結腸癌由来の オ ン
コ ジ ー ン
であ る f祓 の カ ル ポ キ シ ル 基末端側半分 の テ ロ シ ン キ ナ
ー ゼ ド
メイ ン を含 む領域 に対応す る プ ロ トオ ン コ ジ
ー ン ある こ と が判
明し た 珊
Ⅷ)
. さ ら に こ のtrk プロ ト オ ン コ ジ
ー ン に極め て 相同性
の 高 い わ 朋 , わ′烏C 遺伝子が発見さ れ , 才γゐ(A)遺伝子産物は
NG F とtrk B遺伝子産物 は B DN F と, trkC遺伝子産物 は N
r
I13
と結合す る こ と が判明 しだ
肛 :-5)
■ 現在は 従来か ら知 ら れ て い た
低親和性 N G F R とt7東 通伝子産物が結合 して 高親和性 N G F R を
形成し, 低親和性 N GF R とf戒B 遺伝子産物が結合 して 高親和
性脳由来神経栄養因子受容体(br ain
-de riv ed n e utr ophicfa cto r
rec epto r , B D N F R), 低親和性 N G F Rと tyk C遺伝子産物
が結
合し て 高親和性 ニ ュ
ー ロ トロ ピ ン ー 3受容体 (n e ur otrophin-3




の 理 由に より低親和性 N G FR の 発現 は必ず しも N G F との 関係
の み を示すもの で はな い こ と が 明 らか に な り, N G Fの み の 作
用, あ る い は 動態を検討す る場合 は高親和性 N G F Rを形成 し
てい る わ塘 遺伝子産物 の 発現 を観察す る必要がある
11)
･
今 回著者は喚覚伝導路 にお け る N GF の 動態を観察する目的
で , 直接
125
トN G Fを喚球 に投与 した乱 その
125
トN GF が喚上 皮
に逆行性 に輸送 され るか どうか を オ
ー ト ラ ジ オ グ ラ フ イ 法を用
い て 観察 した . また N G Fの 機能 を 観察す る目的で 正 常
マ ウ ス
の 嗅球 に N G F に対す る抗体を投与す る こ と に より N G F
の 作
問が 失活 し た状態 を作製 し , N G F が嗅 馴包の 神経栄養因子で
ある の か , また そ の 時, 嘆細 胞 に高親和性 N G F Rは どの よ う
に発現す る の か を , H E染色 によ る組織学的観察なら び に rγ烏
遺伝子産物 に対す る抗体 を用 い た 免疫組織学的手法 に よ り観
察, 検討 し, さ ら に ナ ラ マ イ シ ン
･t (シ ク ロ ヘ キ シ ミ ド, 田辺 製
薬, 大阪)を 恥 ､ が臭刺激牲行動観察法 を用 い て 喚覚機能を観
象 検討した . 次 に マ ウ ス の 嘆球 を除去す る こ と によ り唄糾包
の 標的組織で ある嗅球 に NG F が存在 しな い 状況を作製 し, そ
の 状況 下 に N G F を投1･ した 場合 マ ウ ス の 嗅祁柑包が 州
ノくl性に指
与さ れ た N G F に よっ て そ の 細胞死 がl;ltl二さ れ る の か , ま た そ
の 吼 唄細胞 に高親和性 N G F Rは どの よ う に発現す る♂)か を ,
同様 に E E染色 な ら び に f摘 遺伝子産物 に対す る抗体 を削
い た




1 2 5Ⅰ_ N G F幌球投与例 の作製と オ
ー トラ ジオ グラ フ イ に
よ る検討
実験材料と して 成熟雄 d dy- コ ン ベ ン シ ョ ナ ル マ ウ ス (静岡県
実験動物農業協同組合, 浜松) を使月]し た ･
ベ ン トパ ル ビタ
ー
ル (ネ ン ブ タ ー ル
"､
, ダイ ナ ポ ッ ト, 大阪)100m g/ 鞄を成熟雄
マ ウ ス の 腹腔内に注射 した後, 補助麻酔 と し て頭皮下 に 1% 塩
酸 リ ドカ イ ン (キ シ ロ カ イ ンり を 約 0･2ml 注射 した ･ 煎都 に正
中皮膚切開 を入 れ , 顕 微鏡下に マ イ ク ロ ドリ ル を用い て前頭骨
の 最前方で関頭 し, 両側喚球の 上 面全体を露出 させ た衡 マ イ
ク ロ シ 1) ン ジ にて ,
1 25I- N G F(Du PointCo mpany, Biote chn olog y
syste m s, Barley M ill Plaz a, US A) 溶液を 2分間か けて右側
181
球内 に注 入 し た.
1コ5I-N G F は蒸留水に溶解 して 投与 L, そ の 投
与量 は, 1/1 (222000dpm, N G Flng) と し た･ 注人 してか ら
18
時間後に , ペ ン トパ ル ビタ ー ル の 腹腔内投与 によ る麻酔後, 開
胸 し, 笹心 的に催流固定 を行な っ た 後, 鼻中隔面の 喚粘膜 と脳
を摘出 し た . な お , 瀧流液 に は 0.01 M リン 酸硬衝液 (0･01 M
pho sphate
-buffcred s alin e, P B S), 固定液 に はプ ア ン 固定波を
使用 し た. 脳組織 は O C Tコ ン パ ウ ン ド Criss u el
｢
ek, Elkhart,
u s A) に 包捜 し, - 2 0 ℃ で凍結 した 後, ク ラ イ オ ス タ ソ ト C R
-
502(大和光機工業, 埼玉) で 10〃 m の 連続切片を作製 し た･ 採
取 した 鼻枯膜と連続切片を作製 した 脳組織 を カ
バ ー ガ ラ ス で密
封 した 状態で , 14 日間, 感光用 カセ ッ ト内で イ
ー ジ ン ダ ブ レ ー
ト B AS_ R2025(富士 フ イ ル ム , 東 京) に密着感光 を行 っ た ･ そ
の 後, そ の イ メ ー ジ ン グプレ
ー ト に 蓄積, 保持 され た 放射線情
報 を , フ ジイ メ ー ジ ン グア ナ ラ イザ
ー B A S 5 000(富士 フ イ ル
ム) を便月]して 読み 取り, 画像解析を行 っ た ･ 各組織部位の 感
光度は , 各組織部位 の 輝尽発光 bhoto- Stim ulatedlu min e sc e n c e,
p sI) 値 か ら バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ma ckgr o u nd･ B G)を差 し引
い
た, P S しB G値を 1m m
2 当 たり に換算 した(PS L B G)/m m
2 借を
用 い て評価 した .
Il. 抗 N G F抗体投与 モ デ ル の 作製 と浸透圧 ポ ン プの 留置
上記と同様の 手技を用 い て , 耐則喚球の 上 面全体を露出させ
た 後, 太さ 0.36m m の 金属 カ ニ ユ
ー レ 脚z aCo rpor atio n, Palo
Alto , U SA)を セ メ ン トを用 い て前 頭骨 に固定 し･ カ
ニ ユ ー レ
先端 を右側喚球内部に差 し込み , 抗 N G F抗体溶液が嗅棟内部
に持続的に注入 さ れ る よう に した ･ 頭部 皮膚切開部 より後方に
向 か っ て 背 部皮 下 に に ウ サ ギ 抗 マ ウ ス 2･5 S N G FIgG 抗体
(Be cto n Dickins o nLabw ar e, Tw oOak Pa rk, Bedfo rd, U S A)
を溶解 さ せ た 生 理 食塩水を注 入 し た 浸透圧 ポ ン プ (AIz a
co rpo r atio n) を埋め 込み留置し て, 留置 し た浸透圧 ポ ン プ に
ビ
ニ ー ル 製の カ テ ー テ ル チ ュ ー ブ (AIz aCo rpo ratio n) を接続 し ,
そ の カテ
ー ル チ ュ ー ー ブ の 末端 に, カ ニ ユ ー レを接続 し た･ 浸透
圧 ポ ン プ に注 入 し た抗 N G F抗体溶液烏 , 浸透 圧ポ ン プか ら排
出 され る ウサ ギ 抗 マ ウ ス 2.5S N G FIgG 抗体が 1 =当た川 1･2/1g
に な る よ う に漉度 を調節し た . 後述す る嘆刺激牲行動軌執 二お
い て 対側 の 唄党系の 影響を避け る た め に , ん側嗅球 は吸引除ム
した . そ の 後, 皮膚 を絹糸 に て 縫合 し術創をl銅賞し た･
対照と して , 1･fJ 様の 処置を行い ,
′冊 腔 拍泳 の み を注 人 した
浸透住 ポ ン プ を留置し た マ ウ ス を作 製し た･
111. 嗅上皮の 採取と凍結切片の作製
卜記の 〟法 に従 っ て 作製し た マ ウ ス を1 , 3, 7･ 1 4, 2 1,
28 = に, ベ ン トパ ル ビタ
ー ル の 腹腔州貨JJ･ に よ る麻酔後, 聞
胸 し, 軽心的に 湛瀧田定 を行 な ヶ た後, 鼻咋隔面の 嗅粘膜を摘
H･一し て 標本を採取 した . な お , 港流 拙 二は 0･01 M P B S, 回㍊
液 に は 4 %パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド (4 %par afo r rn aldehyde,
P F朗 を使用 し た .
そ の 後, 4 (‰P F A にて 4 ､ 8時 間の 後固定 を行 い , 次
い で
25 % ショ 糖加 リ ン 酸緩衝氏塩水 に て 11晩浸透後･ 標本を O CT
コ ン パ ウ ン ド Cris su el
､
ek) に包埋 し, -20 ℃で 凍結 し た彼, ク
ラ イ オ ス タ ッ ト C R-502(大和光機工業)で 10′′皿 の 連絡 切片を
作製 し, HE 染色な ら び に免疫染色を施行 した ･
Ⅳ . 免疫組織化学的検討
免疫染色 は ア ピ ジ ン ー ビ オ ナ ン 複 合体 (avidin biotin
per o xida s e c o mple x, A B C) 法に て ス ライ ド
ガラ ス 上 で行 っ た ･
凍結切片 を0.3 % トラ イト ンⅩ 加リ ン酸緩衝食塩水 (P B Swith
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0･3 % トラ イ トン ーⅩ10 0, 0.3 % P BS T) に 2 日 間 つ け た後, 0.3 %
過 酸化水素水加 メ タ ノ ー ル に て10分間内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ
活性を阻止 した . 続 い て非特異的反応を阻止す る た め 2 %正 常
ヤ ギ 血清を30分間反応 させ た 後, 1 次抗体を48時間反応 さ せ た .
1次抗体 に は抗 trk(763)抗体(SantaCru ZBiote chn olog y, In c. ,
C alifo mia U S A)を50倍希釈 して 使用 した . 2次抗体 と して ビオ
チ ン 化 ヤ ギ 抗 ウ サ ギ IgG 抗 体 (20 0倍 希 釈 , T A G O
IM M U N O C H E M IC A LS, n c. , Cam a rillo, U S A)を使用 し, 45
分間反応さ せ た徽 3, 3' ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン 四 塩酸塩溶液(3,
3-dia min obe n zidin e, D A B)に て 7 ､ 15分間発色反応をお こ な っ
た .
Ⅴ
. 嗅球 除去マ ウ ス の 作製 と浸透圧 ポ ン プの 留置
Ⅰ と 同様 の 手技を用い て , 両側喚球の 上 面全体を露出させ た
後 , 両側 喚球を吸引除去 し た . マ ウ ス 2.5 S N G F(CI Dte ch
Fig･ 1･ Auto radiogr aphic distributio n of
125I-N G F in right(A, a)a nd left(B,b) 01fa cto ry epitheliu m 18 hrfollo wing aninfusio ninto right
Olfacto rybulbofm o u se･ N G F, n e rv egr O Wth facto r. O E, 01fa cto ry epitheliu m. R E, re Spirato rytoryepitheliu m. B G,ba ckgr o u nd. 1,right
Olhctory epitheliu m;2, rightre spir ato ryepitheliu m;3,1eftolfa cto ry epitheliu m;4,1eftre spir ato ryepitheliu m;5,backgro und.
Table l･ D istri butio n of
1 25
I-N GF in olfa ctory epitheliu m 18hr after an
1 25
トNGF infusio n
into rightolfactorybulbofm o us e
Area P S L Are a(m m
2
) P S し BGhn m
2
Rightolfactoryepitheliu m 1822･00
Rightresplrat OryePitheliu m 5 1.80
Leftolfacto ry epitheliu m 67 ･63
LeftresplratOry ePitheliu m 5 2･60

















N GF, n erV egrO Wthfactor;backgro u nd;PSL,Phot-Stim ulated lumin es ce n c e.
喚覚伝導紡糸 にお ける 神経成長因子 の 動態お よび 機能
Rese arChIn c･ , M ississ a uga, Can ada)を溶解 させ た 生 理食塩水
を注入 した浸透圧 ポ ン プ を マ ウ ス の 背部皮下 に埋 め 込み 留置 し
た. 浸透庄ポ ン プ に注入 し た N G F洛㈲ ま･ 浸 透圧 ポ
ン プ か ら
排出さ れ る N G F が, 1 日 当たり 1･2〃g に な る よう に濃度を調
節した . 上 記 と同様 に, 留置 した 浸透圧 ポ ン プ に ビ
ニ ー ル 製の
Fig. 2. Photo mic rogr aphs ofc o ro nal fro
ze n se ctio n sthr ough
01facto ry epithelia, 7(朗 , 14(B), 28days(C)in ant
i-N G F
tre ated mic e, H Estain ･ Note the rem arkabledec re a s
e ofthe
th ickne ss ofolfa cto ry epithelia of7days afte rinfus ed
witha nti-
N G Fs olution, a ndthein cr e a s e, but n ot c o mplet
ely, Ofthe
th ickne s s ofolfacto ry epitheliu m of 28 days after in fused wi th
antirN G Fsolutio n. N G F, n erv egr O W血 fa cto r･ O E, 01fa cto ry
epithelium . Barin(郎indic ate50iLm ･
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カ テ ー テ ル チ ュ
ー ブ を接続 し, その カ テ
ー テ ル チ ュ ー ブの 末端
に太 さ 0.36m m の 金属カ ニ ユ ー レ を壕続 し た. カ ニ ュ
ー レをセ
メ ン トを用 い て前頭骨 に固定 しカ ニ ュ ー レ 先端を 喚球除去 した
空間 に留置す る こ と に よ り, N G F溶液が嗅球除去部 に持続的
に注入 さ れ る よ うに した . そ の 後, 皮膚を絹糸に て縫合 し術創
Fig. 3. Photo micr ographs of co ro n al fro z e n s e
ctio n sthro ugh
olfa ctory epithelia, 7(A), 14(B), 28 days(C)in a nti
- N GF
tre ated mic e,im m n ohisto che mic ally stain ed fo r a
nti-trk
antibody. Note theinc rea sedtrk im m
n o re a ctivityin olfa cto ry
r ecepto r c ells a nd a x o n al bu ndle s
of 7a nd 14days afte r
infus ed witha nti- N G Fs olutio n, a nd the still inc re as ed trk
im m n o re a ctivityin olfa cto ry recepto r C ells o
f 2 8 days afte r
infus ed with antip N G Fs olutio n･ N G F, n e rv egr O Wth facto r･
O E, 01fhctoryepitheliu m ･ Barin (勾indic ate50Fl m ･
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を閉鎖 した .
対照と して , 同様の 処置を行 い , 生 理 食塩水 の み を 注入 した
浸透圧 ポ ン プ を留置 した マ ウ ス を作製 し た.
こ の よ うに して 作製 し た マ ウ ス を, 1 , 3 , 7, 14, 21, 28
日 目 に喚 上皮を採取 し, 前述の ご とく凍結切片を作製 し , H E
染 色な ら び に免疫組織化学的検討を施行 した .
≠ 嗅刺激性行動観察法に よる検討
嗅球除去後28 日間 N G Fを持続投与 した マ ウス と対 照と して
生 理 食塩水 の み を持続投与 した マ ウ ス , 正 常喚球 に28日 間抗
N G F抗体 を持続投与 し た マ ウ ス と対照 と して 生 理 食塩水 の み
を持続投与し た マ ウ ス に対 して ナ ラ マ イ シ ン を用 い た 喚刺激性
行動観察を行 っ た . ナ ラ マ イ シ ン は マ ウス に と っ て 特有 の ニ オ
イと 嫌 な味を持ち, マ ウス は 一 度 そ の 味 を経験する と, ナ ラ マ
イ シ ン の 持 つ ニ オ イ を記憶 し, そ の 後 は そ の ニ オ イ を か い だ だ･
けで ナ ラ マ イ シ ン を佃 と 区別 し得 て近づ か なく な る た め , 駆鼠
剤 と し て用 い られ て い る薬剤である ,
固形飼料 は任意 に与え たが , マ ウス を渇の 状 態 にす る た め に
48時間飽水 さ せ た 後 , マ ウス 飼育ケ ー ジ に0.01 % ナ ラマ イ シ ン
水溶液の 入 っ た給 水瓶 と水道水を入 れ た給水瓶を備え た. こ の
飼育ケ ー ジ に マ ウ ス を1 匹ず つ 入れ , マ ウ ス が ど ちら の 給水瓶
か ら飲水する か を, 10分間以 内の 観察時間で 各マ ウ ス 最高10施
行ず つ 調 べ た ･ 実験 中も渇 の 状態 にす る ため , 給水瓶 の 先端に
口 を つ ける と すぐに給水瓶を取り外 して マ ウス に は 1 回に ごく
小量 の 水 しか 飲め な い よう に した ･ 1 回ご と に Gelle r m a n n系
列 に従 っ て, 右 , 左 , 左, 右, 左, 左, 右, 右, 右, 左 の 順序
で ナ ラ マ イ シ ン水溶液の 入 っ た給水瓶 の 位置を替えた . 蒸留水
を飲ん だ 場合を正解と し, ナ ラ マ イ シ ン水溶液を飲 ん だ 場合を
エ ラ ー と した ･ 正解数を全施行数で除したもの を正解率と し た.
以 上を第1回目の 学習 と した . 第1 回目 の 学習終了後 マ ウス に
十分な飲水をさせ た 後, 給水瓶を はず し, 水分を与えない よ う
に して48時間後 に同様の 実験を行ない , 第2 回目 の 学習 と した .
喚刺激性行動 の 観察 は条件を 一 定 にす るた め , すべ て19:00､
21:00の 間 に脱臭装置 の 中で行 っ た .
先 に 述 べ た 両群 に お け る28 日間投与を行 っ た マ ウ ス に 対 し




12 5Ⅰ- N G F嗅球投与例 の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ イ 法に よる
観察
オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ イ 法 に よ っ て 得 ら れ た18時間後 の 標識
N G Fの 分布を図1 に示 した . フ ジ イ メ ー ジ ン グ ア ナ ラ イ ザ ー
B AS 5000 で 画像解析を行 っ た 結果,
125
Ⅰ-N G Fを投与 した 側の 右
喚上皮 の (PS L B G)/m m2 倍 は1371･00 で, 右呼吸上 皮 の 61.56,
左嗅上 皮 の36･92, 左 呼吸上 皮 の 30･06 に比 べ て 明ら か に高 い 値
を示 した (表1)･ ま た , 脳組織 で は 厳軌 こ は 同定 できない が,
右側 の 対角帯水平部 と思 わ れ る前脳基底部の 領域 にも 125Ⅰ_ NGF
の 取り込み が 認 め ら れ た .
Ⅰ ･ 抗 N G F抗体を持続投与 した正 常マ ウス に お け る嗅上皮
の組織学的変化な らび に 仕k 遺伝子産物の発現様式 (図
2 , 3) (表2)
正常成熟 マ ウス の 喚上 皮で は平均 7, 8層 の 嗅細胞層を認 め,
fγゐ 遺 伝子産物 の 発現 は小数 の 喚細胞 に の み 認 め ら れ た . 抗
N G F抗体を持続投与 して 3 日日 か ら多く の 喚細胞 が変性, 消
失 し て 喚細胞層 が 4 , 5層 に 減少 し, わ境 遺伝子産物 の 発現も
や や 増強 した ･ 7 日 目 に は嘆細胞層 は さ ら に 減少 し平均 2 , 3
層と 最低の 厚 さ と なり(図 2A), 土成 遺伝子産物発現嘆細胞数の
急激な増加を認 め , 喚細胞層が強く染色さ れ た (図 3 A). 14 日
削 こは 嘆細胞層 が 4 , 5層 に回復 し始め た が (図2B), わ塘 遺伝
子産物 の 発現もま だ嘆細胞層 の 全層に わ た っ て 強 い 染色を認め
た (図3 B)･ 21 日 日 か ら28日目 に か けて は喚細胞層は 5, 6層
にまで に は 回復するもの の , 正 骨 嗅細胞層 の 厚 さまで に はい た
ら なか っ た (図2 C). 嘆細胞 の 班 遺伝子産物の 発現も 7 ～ 14日
削こ比 べ 減弱 し て は い る もの の , 28 日目 に な っ て も依然と して
多く の 喚細胞 に発現が認め られ た (図3 C). 粘膜固有層 の わ塘 遺
伝子産物の 発現 は正 常嘆上 皮でも認め られ た が , 7 ～ 14 日 に
か け て 強く認め られ た後 , 28日 目 に は 正 常嘆上皮 と ほ ぼ 同程度
に な っ た(表2).
対照 と し て 生 理 食塩水 の み を持続投与 した マ ウ ス で は, 1 ､
2引三ヨの い ず れ の 期 間 にお い て も, 嘆細 胞の 変性, ∫祓 遺 伝子産
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喚覚伝導路系 に お ける神経成長因子 の 動態お よ び機能
物の 発現の 増強を認 めなか っ た ･
11L NG Fを持続投与 した 嗅球除去マ ウ ス に お ける 嗅上皮の
組織学的変化 なら びに 仕k 遺伝子産物 の発現様式(図4,
5) (表2)
両側喚球除去後 N GF を嘆球 に投与 して か ら 1 日日 か ら14 日
Fig. 4. Photo mic rographs ofc oro n al fro z e n s e ctio n sth
r o ugh
01fa cto ry epithelia of bulbe cto miz ed mic e, 7(刃, 14(B), 28
days(C) afte rin fus ed with N G Fs olutio n･ H Estain･ Note the
re m arkable de cr e as e ofthe th ickne s s ofo肋 ctoryepithelia of 7
days afte rinfus ed with N G Fs olutio n, a nd th
eincr e as e ofthe
thickne s s ofolhcto ryepitheliu m of 28 days afte rinfused with
N G Fs olution . N G F, n e rV egrO Wth fa cto r, O E, 01fa cto ry
epitheliu m. Barin (劫indic ate50
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目ま で の 喚細胞 の 変性, 消失 の 様式 とtrk遺伝子産物 の 発現様
式 は , 抗 N G F抗体を持続投与 し た正 常 マ ウ ス に おけ る喚細胞
と ほ ぼ 同様の 経過を た ど っ た (図 4A, B) (図 5 A, B). しか し
2 1 日 に な る と 喚細胞層 は 5, 6 層 に回復 し, わ境 遺伝子産物
の 発現も減弱 して 小数の 喚細胞 の み に認 め ら れ る よう に な っ
Fig. 5. Photo micr ographs ofc o ro nal fro
ze n se ctio n sthr ough
olfa cto ry epithelia of bulbecto miz ed mice, 7 仏),14(B)･ 28
days(C)afterinfused wi th N G Fsoludon ･im m n ohisto che
mic auy
stain ed fo r anti-trk a ntibody, Note thein c r ea s edtrk
im m n o re a ctivityin olfactoryr e cepto r cells a nd ax o
n al bu ndle s
of 7and 14days afte rinfus ed with N G Fs o
lutio n, andthe
de cr e as edtrkim m n or ea ctivityin olfactoryre cept9r C e11s of 28
days afte rinfus ed wtihN G Fs olutio n･ N G
F･ n e rv egr O Wth
facto r. O E, 01hctory epitheliu m. Barin(朗indic ate50FL m ･
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た . 28 日 で は 喚細胞層 は ほ ぼ 正常 と同程度 の 厚 さ に 回復 し
(図4 C), 古畑 遺伝子産物の 発現も著明に減弱 した (図5C). 粘膜
固有層の 血レ遺伝子産物 の 発現 は, 抗 N G F抗体 を持続投与 し
た正 常 マ ウ ス と ほ ほ 同様 の 経過 を た ど っ た (表2).
対 照と して 喚球除去後生理食塩水の み を持続投与 した マ ウ ス
で は , 14日 目まで は , N G F持続投与群 と ほ ぼ 同様 の 経過を示
した が , そ の 後2 8 日 に な っ て も喚細胞層は正 常 の 厚さ に は回
復せず, f摘 遺伝子産物 の 発現も多く の 喚細胞 に認 め ら れ た (表
2).
Ⅴ . 嗅刺激性行動 の結果(図6, 7)
1 回目の 学習で は , す べ ての マ ウス が 最低 1 回は ナ ラ マ イ シ
ン水溶液 に口 を つ け, 平均正 解率は80 % であ っ た . マ ウ ス は ナ
ラ マ イ シ ン 水溶液 にロ を つ け る と, 慌て て両前肢 を 口 に あて て
こ す る よう に した り, ケ ー ジ の 壁面 に 口を こ すり つ けて唾液を
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Fig, 6. Me a nper c e ntage ofc or re ct re spo n s ein tw ogr o ups of
mic e, anti,N G Ftrated mic e(○) and n o r malmic einfus ed with
s alin e s olutio n(●). Te st m e an sthe tr aining of mic eto
dis crimin ate betw e e n aO.0 1 %cyclohe ximide s olutio n a nd


































ー4 - ユ 0 3
(Te st) (Te st)
7 1ヰ 之1 ヱ8
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Fig. 7. M e a npe rc e ntage ofc o rre ctre spo n sein tw ogr oups of
mice,bulbe cto miz ed mic einfus ed wi th N G Fsolutio n(○) and
b ul be cto miz ed mic einfus ed with s alin e s olutio n(●). Te st
m ea n sthetraining ofmic eto disc rimin ate betw e e n aO.0 1 %
cyclohe ximide s olutio n a nd distilled w ater･ N G F, n e rV e
許 O W也 血cto r.
して ナ ラ マ イ シ ン 水溶液に 口 を つ ける と , なか なか 次 の 試行に
か か ろ うと は しな か っ た .
2回目の 学習で は ナ ラ マ イ シ ン 水溶液 を 口 に した マ ウ ス は1
匹もなく , 平 均正 解率は10 0 % とな っ た . 以 上 の 結 果か ら, 今
回 の 実験 に用 い た マ ウ ス は , す べ て0.01 % ナ ラマ イ シ ン水溶液
の ニ オイ を感知す る こ と が で き, しか も ナ ラ マ イ シ ン水溶液の
ニ オイ を記憶 した もの とみ な した .
次 に , 処置後 の 喚刺激性行動 に つ い て み る と , 抗 N G F抗体
を持続投与 し た 正 常 マ ウ ス で は 処置後7 日日 に平均 正解率が
56.7 % と減少 し, そ の 後28 日 に い た る まで 平均正解率の 上昇
は認め られ ず, 嗅覚 の 回復 は認 め られ な か っ た (図 6). 対照と
して生 理食塩水 の み を持続投与 した 正常 マ ウ ス で は , 処置後の
平均正解率はす べ て100% で あり, 喚覚 の 低 下 は認 め な か っ た
(図6). N G下
､
を持続投与 し た喚球除去 マ ウ ス で は処置後3日日
で平均正解率 は66.7 % と著名に減少 し, そ の 後28 日 にな っ て
も平均正解率 は上 昇せ ず, 喚覚 の 回筏 は認 め ら れな か っ た (図
7). 対 照と して 生理食塩水 の み を持続投与 し た喚球除去 マ ウ
ス も同様 に, 28 日目 に な っ て も平均正解率 は上 昇せ ず , 喚覚の
回復は認め られ な か っ た(図7).
考 察
N G F が中枢神経系 にも存在す る こ と を T ho en e nらが1985年
に報告 して以来36), 脳 内に お け る神経栄養因子 の 局在や役割に
つ い て の 研究が 数多くなさ れ て い る . 4】7)37卜 4tI】その 結果, N G F は
海風 大脳皮質, 喚球 に豊富 に存在 し, 前脳基底部の コ リ ン 作
動性 ニ ュ ー ロ ン に 逆行輸送 され, その 生 存維持 に作用 して い る
こ と が 明らか に なっ て い る
d卜 9)
. 喚球で 合成 され る N G Fは こ れ
まで前脳基底部の 対角帯水平部 の コ リ ン 作動性 ニ ュ ー ロ ン の 生
存維持 に関与す る と 考え られ てし､ だ 0). しか し, M iw a ら は ,
マ ウ ス 喚糸切断後 の 低親和性 N G F Rの 発現を観察 し, 切断後
7 ､ 35 日 に喚細胞 , 支持細胞そ して 基底細胞 に陽性所見を認
め
21)
, 堀 川 は , マ ウ ス 喚糸切断彼の 高親和性 N G F Rを コ
ー ドし
て い る わ地 道 伝子産物 の 発現を観察 し, 切断後 7 ～ 14 日 目 に再
生 喚細胞の 細胞体 と喚神経線維束 に発現 の 増強を認め , 以 後28
日 日ま で減少 し た11)と, 報 告 し て い る こ と か ら, 喚球 で 合成さ
れ る N G F は前脳基底部 の 対角帯水平部の コ リ ン作 動性 ニ ュ
ー
ロ ン の 生存維持 に関与す る だ けで は なく , 喚細胞の 生 存維持 に
も関わ っ て い る こ と が 推察 さ れ た . 実際 に喚球除去や嗅索の 切
除 によ っ て 対角帯水平部 の コ リ ン作 動性 ニ ュ ー ロ ン は細胞死 を
起 こ さない と い う実験結果が こ の 見解を強く支持 し て い る
11)
.
本研 究で は, 嗅 球で 合成 され る N G F が実際に喚細胞 に逆行
輸送 さ れ て い る の か どう か を調 べ る た め に マ ウ ス 片側嗅球 に
12 5Ⅰ-N G F を注 入 し た 後に , オ ー トラ ジオ グラ フ イ を用 い て 嗅粘
膜 の 放射活性を観察 した . そ の 結果, 注 入 し た側 の 喚上皮 の 放
射活性が , 注 入 した 側の 呼吸上皮, 注入 しなか っ た 側の 嗅上 皮,
呼吸上 皮 に比 べ て 明 らか に高 い と い う結果 であっ た . 中枢神経
系 に お い て は ,
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Ⅰ- N G Fを ラ ッ トの 側脳室や , 脳実 質内 に様 々
な方法 で投与 し41 = 3), オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ イ を 用い て 脳内で の
1 25
Ⅰ-N G Fの 分布を観察する こと により , N G Fの 脳内で の 動態が
直接的に証明されて い る. Juta rら
1 0)は 本研究 と同様 に 1 25I-NG F
を喚球内に注入 して い る が , こ の 研 究で は 脳内で の 分布を観察
する に と どまり, 嗅上 皮 の 観察は行わ れ なか っ た . 今 回の 著者
の 研究 によ り嗅球 の NdF が喚細胞 に逆行輸送 され て い る こ と
が 初め て 直接的 に示 され た .
嘆覚伝導路系に お ける神経成長因子 の 動態お よ び機能
中枢神経系に お け る抗 N G F抗体投与 の 実験も現在ま
で に数
多くな さ れ て お り ･ 主 に側脳室 へ の 投 与 が な さ れ て き た ･
vantini ら
4･l)は ラ ッ トの 側脳室 に抗 N G F抗体を投与する こ と に
ょり前脳基底部 の 中隔野 の コ リ ン 作動性 ニ ュ
ー ロ ン の 数が 減少
した こ と を報告 し てお り, Va nderZe e ら
45)4【う)は 中隔野 の コ リ ン
作動性 ニ ュ
ー ロ ン か ら海馬 へ 投射する神経線維の 破壊後･ 側脳
室に抗 N GF 抗体 を投与す る と , その 神軽線維
の 再生 が 障害さ
れた こ と を報告 して い る ･ また Ur schel ら
47)は ラ ッ トの 皮下 に
抗 N GF 抗体を投与 し脳内 の 低和性 N GF Rを発現する神経細胞
の 減少を認め た こ と を報告 して い る ･ こ れ らの 結果は ･ 脳内
の
帖 F が 外部 か ら投与 され た抗 N G F抗体 に より不活性化 され た
ため に起 こ っ た もの と考えら れ る ･ 本研究で は マ ウ ス 正常喚球
に抗 N G F抗体を直接投与す る こ と に より喚球内の N G Fを不
活性化す る こ と を目的 と し て行 い , 喚細 胞 の 経時的変化を･
HE 染色 な ら び に fγ鳥 抗 体を用 い て免疫組織化学的 に観察し ,
さ ら に喚刺激性行動観察法を用い て観察 , 検討 した ･ そ
の 結果,
抗 N G F抗体投与後 7 日目 に喚細胞層 の 厚 さが 最低 と なり･
班
遺伝子産物の 発現も増強 し, そ の 後28 日 削こ若干喚細胞 の 再生
を認め た もの の , 依然 と し て f祓 遺伝子産物の 発現は持続 して
い た . 堀 川
11)は マ ウ ス 喚糸切断彼の 再生過程 に お い て 最抑 こ喚
細胞 に お け る f戒 遺伝子産物 の 党規が増強 し, そ の 発現が 減弱
する喚糸切断後約21日 目前後に喚球糸球体で の 発現が増強し た
こ と を観察 し, そ の 時期 に嗅球糸球体内で の シナ プス 結合
の ピ
ー クが あ るの で は ない か と 推察 して い る. Paller aら
48】は ラ ッ ト
の 側 脳室 に低親和性 N GF R に対す る抗体を投与 し た と こ ろ ,
喚球内の シナ プス が 減少 した こ と を報告 して い る ･ こ れ ら の 報
告は , 嘆球糸球体内の シ ナ プ ス の 形成 に は N G F と N GF Rの 存
在が 必要であ る と い う こ と を意味 して お り, 今回の 実験で は喚
球へ の 抗 N G F抗体の 投与 に より喚球内の N G F が不活性化 さ
れ た 結果 , 喚細胞の 変性を認 め た こ とか ら , N GF が嗅細胞
の
生 存維持 に重要な役割を果た して い る こ と が 推察さ れ た ･ 喚紺
胞の 細胞死 に対応 して , 喚刺激性行動観察法 にお い て も3 日目
に平均正解率 の 減少 を認 め, そ の 後28 ‖目ま で平均正解率の と
昇を認 め なか っ た .
本研 究で は 嘆細胞 へ 逆行輸送 さ れ た N G F が嗅細胞 の 再生 に
どの よ う に関与 して い るの か を調べ る ため に, マ ウ ス の 喚球を
除去する こ と に より嗅球 の N GF が存在 しな い 状況 を作製 し,
そ の 状況 下 に N G Fを浸透圧 ポ ン プ を用い て 嘆球除去那 に持続
投与 し た場合の 喚細胞 の 経時的変化を, H E染 色な ら び に trk
抗 体を川い て 免疫組織化学的に観察 し･ さ ら に嗅刺激性行動観
察法 を用い て 観察, 検討 した ･ 喚球除去後 の マ ウ ス にお ける 嗅
細胞 の わ塘 遺伝子産物の 発現 に つ い て は , 堀川 ら
舶)
が 報告 して
おり, それ に よ る と喚球除去後 7 =目 に 嗅細胞層 の 厚 さが 最低
と な り , 融 通伝子産物発現嗅細胞致の 急激 な増加が認 め ら れ,
そ の 後徐 々 に喚細胞の 厚み が 増 した もの の , 28日 削こな っ て も
多く の 喚細胞 に わ東 遺伝子産物の 発現が認め られ た と報告 して
い る . こ れ は , 本研 究で 対照と して 喚球除去後 N G F を含ま な
い 生 理 食塩水の みを持続投与 した マ ウ ス の 結果と ほ ぼ合致 し て
い る . 発達期, 再生期の 嗅上皮 に は 喚球 と シナ プス 結合を有 し
ない 未熟 な喚細胞が多く存在 し, そ の 未熟 な 喚細胞 に 融 通伝
子産物 の 発現が増加す る が , 嗅球 と の シナ プ ス 結合 の 完成後･
喚細胞 の 成熟 と共に れ紅遺伝子産物 の 発現 は減少す るも の と考
えら れ て い る11). 喚球 を除去 した場合 には 喚細胞 は喚球 と シ ナ
プ ス 結合が で きない た め 班 遺伝子産物の 発現が持続するもの
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と考えら れ る . 本研究で は , 喚球除去後 N GF を持続投与 して
も, その 直後より喚細胞が変性 しは じめ , 7日 目に は 喚細胞層
の 厚 さが 最低と なり, わ鳴 遺伝子産物も喚細胞層 に強く発現 し,
N G Fを投与 しな い 場合と ほ ぼ 同様 の 結果とな っ た ･ 中隔野
一
海馬系に お い て は, 脳弓の 破壊 と 同時 に N G Fを脳室内 に投与
す る と中隔野 の ニ ュ ー ロ ン の 生存 , 機能 が維持 さ れ る こ とが ,
明 らか され て い る が
2)▼1(iJ
, 本研究の 結果か らは喚覚伝導路系に
ぉ い て は , N G Fの み で は嗅細胞の 変性は阻止できない 可能性
が示唆さ れ た . しか し, 今 回の 実験 にお い て ･ 鴨川lら
49)の 喚球
除去後の 結果 と異 な るの は , 28 日削 こは嘆細胞層 は ほぼ 正常と
同程度 の 厚 さ に回複 し, trk の 発現も著明 に減弱 した と い うこ
と で , こ れ は嗅球除去部に投与 し た外因性の N G F が逆行輸送
に よ り喚細胞 に送 ら れ 作用 し, 喚 細胞 の 再生を促進 さ せ !
N G F R致の 減少(ダ ウ ン レギ ュ レ
ー シ ョ ン) を誘導 した もの と
考え ら れ る . 中枢神経系 にお い て , 浸 透 圧ポ
ン プを用 い た
N G Fの 持続投与の 実験 は こ れ まで 数多く な さ れ て きて おり ,
コ リ ン作動性 ニ ュ ー ロ ン が 多数存在する前脳基底部が側脳室に
近接 して い る こ と か ら, 多く は倒脳室 へ の 投与が お こ な われ て
き た. Fis che rら
5O)51}は , 迷路学習な どの 学習能力の 低 f し た老
化 ラ ッ トの 側脳室 に浸透圧 ポ ン プを用 い て N GF を持続投与 し
た結果, 迷路学習 にお い て
一 度記憶 した こ と を保持す る能力 が
著 しく改善さ れ , ま た前脳基底核 の コ リ ン 作動性
ニ ユ ~ ロ ン の
萎縮が 改善 され たと 報告 してい る･ Is a a c so n ら
52)は ラ ッ トの 側
脳室 に梗透庄 ポ ン プ を月∃い て N G Fを持続投与 した 結果, 硬膜
内の 内頚動脈周囲の 交感神経 の 増性 を認め ･ Me rvis ら
51})は 同様
の 実験 で , 大脳皮質の 樹状突起が正常 と比 べ て 太く なり棟の 数
も増加 し たと 報告 して い る ･ また Dek ke r ら
54)は ラ ッ トの 基底
核を障害 し た後, そ の 障害 した 脳実質部位 に浸透圧 ポ ン プを用
い て N G Fを持続投与し た結果, 大脳皮質の 低親和性 N G F Rを
発現す る神経細胞 の 萎縮 の 度合い が , N GF を投与 しな か っ た
もの と比較 し て少なか っ た と報告 し て い る ･ こ れ らの 結果は ･
い ずれ も外国性の NG F が中枢神経系の 神経細胞に作用 しうる
こ とを示 して お り, 今回の 実験と
一 致する と考え られ る ･ 本実
験 にお い て は, N G Fの み で は嗅細胞 の 変性 は阻止できな か
っ
た が , 嗅球除去後 N G Fの 持続投 引こよ っ て ･ 喚細胞層が 正常
と 同程度 に回復 した 事実か ら N G F が変惟後の 再生 に な ん
ら か
の 役割を は た して い る の は 明 ら か であ る ･ 本実験で は
N G Fの
神経栄養因子 と して の 役割を郎 紺 潮 する こ と はで きな
か っ た
が , N G F投与遍 の 増鼠 N G Fの 嗅球内前段-り
一
, N GF と そ れ以
外の 他の 神経栄養因了
一 の 両者の 投 与な ど によ り細胞死が 阻止さ
れ る かも しれ ない . Gu nde rs e nら
55)は培養 した 神経細胞 を用い
て , 神経細胞 か ら伸展する神経繊維は N G Fの 濃度勾配 を認識
して 伸展する こ と を証明 して おり , また Gra ziadei ら
5■;)は ,
若 マ ウ ス で は 片側 の 嗅球を除去 し た後, 30日 目に再生
した嗅線
維が前脳と の 間 にシ ナ プ ス 様の 構 造を も
つ こ と を電子顕微鏡 で
観察 して い る , 今回の 実験で は 境域除去後最長28日 間
の N GF
投与 しか施行 し てお らず, そ れ 以 上 の 期間の NG F投与を施行
した 場合, 嗅球除去部 に投与 した N G F を喚神経が認識 し
て 伸
展 してく る こ と に よ り 喚寛が 回復する こ と や , N G F
だ けで な
く そ れ以外の 神経栄養因子の 必要性も考えら れ ･ 今後
の 課題 と
思 わ れ た.
N GF の 1 日当たりの 投与量 は各研究 により様 々
叫卜朝 'で 0･3〃g
か ら最高 3pg投与 され て い る･ Ven er oら
珊 は NG Fの 量を変え
て ラ ッ ト に投与 した と こ ろ , 脳実質に投与する場合 は 1 日当た
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り 0.75〃g で効 果が 最大 と な り , そ れ 以 上 増量 して も効果は変
わ ら な か っ た と報告 して お り, W illia m s
58)は ラ ッ ト側脳室に投
与 した場合は 1 日当た l) 1.2〃g で効果が 最大となり, それ 以 上
増量 して も効果は変わ らなか っ た と報告 して い る . 今回の 実験
で は , 1 日当たり の N G F投与量を 1.2/噌 と した わ け で あ るが ,
こ れ では 嗅細胞の 変性を阻止できなか っ た こ とを考える と 1.2〃g
が 有効な 量で な か っ た 可能性もあり, 投与量な ら び に投与部位
に関する検討が今後必要である と思 われ た.
以 上 の 結果 より, 喚球 で 合成され た N G F は嗅球内 の 喚神経
との シナ プ ス の 生 存 , 機能維持 に関与 し, さら に末梢 の 喚神経 ,
嘆細胞 に逆行輸送 され , それ ら の 生存, 機能維持 にも関与 して
い る と考え られ た. しか し, 喚覚伝導路系の 障害 にお い て , 喚
細胞 の 変性を阻止する た め には 変性を阻止する た め の N G Fの
必要量 や投与方法 , な らび に N G F 以外の 他の 神経栄養因子 の
関与を今後, 考慮 して い く必要 がある と 思わ れ た . 高齢 化社会
の 到来に より , 老 化に よ る 嘆覚低下 の 問題 は生活 の 質の 向上 の
観 点か ら も重要な問題 で あり, 将来 的に N G Fを含め た 神経栄
養因子 が喚覚障害患者 へ 臨床応用 され る 場合, 今 回の 実験結果
は嘆覚伝導路系に お ける N G Fの 動態, 機能 に 関 して の 基礎的
研究デ ー タを提示 できたもの と思わ れ る.
結 論
マ ウス 喚覚伝導路系に おける N G Fの 動態, 機能 を調 べ る目
的で , 1 25トN G Fを用い た オ ー トラ ジ オ グ ラ フ イ に よ る 観察 と ,
喚球 除去後 に N G F持続投与 し た マ ウ ス , 正 常喚球 に抗 N G F
抗体を持続投与 した マ ウ ス に対す る組織学的な ら び に行動学的
観察を行い , 以下 の 結論を得た .
1 . 喚球に 125Ⅰ- N G Fを投与 した側 の 喚上皮 の 放射線活性 が ,
同側 の 呼吸上 皮 , 村側 の 嗅上皮 に 比べ て 明ら か に高 い 値 を示 し
た . よ っ て , 喚球で 合成 さ れ る N G F は嘆神経 を通 じて 同側の
喚上皮に逆行輸送 さ れ て い る こ とが 示唆さ れ た .
2 . 正 常嗅球 に抗 N G F抗体 を投与 した マ ウ ス の 嗅細胞 は 7
日 日を ピ ー ク に変性 をみ と め, 以 後28 日目まで に 若干再生 は認
め ら れ た もの の , 嗅 細胞層 の わ塘 遺伝子産物 の 発現 は持続 し ,
喚球除去後 と ほ ぼ 同様の 結果とな っ た . 行動学的 にも嗅覚 の 回
筏を認め なか っ た . こ れ は , 抗 N G F抗体の 投与 に よ り嗅棟内の
N GF が 不活性化さ れ た こ と の よ る もの と思 わ れ , N G F が喚細
胞 の 生 存維持 に重要 な役割を果 た して い る こ とが推察さ れ た .
3 . 喚球 除去後に N G Fを投与 し た マ ウ ス の 暁細胞 は 7 日目
を ピ ー ク に変性を認め た . よ っ て , 喚覚伝導路障害 に お い て ,
喚細胞の 生存維持の ため に は NG F 以外 の 他 の 神経栄養国子 の
関与が推察 され た.
4 . 嘆球 除去後に N G Fを投与 した マ ウ ス の 喚細胞層 は28 日
目 に は ほ ぼ, 正常 と 同程度 の 厚 さ に まで 回復 し, わ鳴 遺伝子産
物の 発現も著名 に減弱 した こ とか ら, N G F が嗅覚伝導路系の 再
生過程にお い て 何ら か の 役割を果た して い るもの と 考えら れ た .
5 . 嗅球除去後に N G Fを投与 した マ ウ ス で は28 日目 で も嗅
覚の 回複 を認 めなか っ た . 喚球 除去後 の 喚覚機能回復 に は そ れ
以上 の 期 間の N G Fの 投 与や 他の神経栄養因子の 必要性 な どが
考えられ た.
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Abstr a ct
The aim ofthis study wa s to e xa min edistributio n a ndfun ction ofnerv egr o wth fac to r(NGF)in the olfa cto rytrac t of mic e.
In o n ee x amin ation , after18ho u rs ofinfusing
1 25
I- NGF into the right olfactorybulbofa m ou s e, a utO r adiogr aphic a n alysI S W aS
Perfo rm ed o n the olfa ctory epitheliu m ･ ln other e x a minatio n, uSl ng the mice which had r e c eiv ed u nilate ral bulbecto my a nd
been contin uou slyinfus ed with antiq N G Fco n tralat er ally a ndthebilateral bulbec t omiz ed micecontinu o u slyinfu s ed with N G F,
three kinds ofa n alysISW e rethe nperfbrmed;histologlCal a n alysI SOn Olfa ctory epitheliu m by H Estain ,im m nohist o che mic al
a n alysISOn Olfactory epitheliu m u sl ng pOlyclo n al antibodie s oftrk which fo r m sthe N G Fre c eptor, a nd olfa cto ry m ediated
behavioralan alysIS With cyclohe ximide ･ For obse rv ation s, thes e a nim als had be e nsa c rific ed atdayl, 3,7, 1 4, 2land day2 8･
As a result of the abov ean alysis, Se V eral facts w er efou nd･ By a ut or adiographic a nalysI S, a highe rlev el of
1 25
Ⅰ- N G Fw as
rec ognized inthe olfacto ry epitheliu m on the sidein which
lコ与
トNGF wasinfused in olfacto rybulb･ In the mice contin u o u sly
in fused with anti- N GF, degen e ratio n of the olfa ct ory cells a ndtrk expre ssion w er eobserv ed atday 7, a nd the olfa cto ry c ells
W ere regenerat ed atday28･ Ho wev er,trk expre s sio n w a s stilrecogniz edand the fun ction ofolfaction w a s n otrestored atday
28･ In the bulbe ct o miz ed mice contin u o uslyinfused with N G F, degen e ration ofthe olfacto ry ce1s a nd trk e xpr e ssio n w e re
also obs e rved atday7･ But, atday 2 8, the olfac to ry c ells w ere rege n er at ed and trk e xpressio nhad dec re a s ed. Ho w e v e r, the
fun ction ofolfaction w as n o trest ored. Fro m the se e xaminatio n s,itis s ug ge st edthatN G Fprodu c ed in the olfact orybulbw as
tr ansported retrogradelyto olfactory ce11sthrough nerv es, a nd w e re relatedto s u stain l ngthe existe nc e ofthe those c ells andto
rege neratlngthe olfactorytract after lnJu ry.
